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k57 Resumen:
Procedimiento para la acilacion especca enzimati-
ca de un hidroxilo secundario de la sacarosa.
Es un procedimiento enzimatico para la acilacion re-
gioespecca de un hidroxilo secundario de la saca-
rosa. En esencia, consiste en hacer reaccionar la
sacarosa con el ester vinlico de un acido graso en
un disolvente organico, en presencia de una lipasa
de un hongo lamentoso, preferiblemente inmovili-
zada. Permite obtener tensioactivos con una estruc-
tura qumica distinta a los obtenidos industrialmente
(qumicamente los hidroxilos mas reactivos son los
primarios). Ademas, se trata de un proceso notable-
mente mas sencillo para la acilacion especca de un
hidroxilo secundario de la sacarosa. Aplicaciones en
farmacia, cosmetica, alimentacion y detergentes.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
ES
2
14
1
67
0
B
1
1 ES 2 141 670 B1 2
DESCRIPCION
Procedimiento para la acilacion especca en-
zimatica de un hidroxilo secundario de la saca-
rosa.
Sector de la tecnica
Farmaceutico, Cosmetica, Alimentacion, In-
dustria de los Detergentes. Tensioactivos no
ionicos.
Estado de la tecnica
Los esteres de carbohidratos son compuestos
de extraordinario interes debido a sus numerosas
aplicaciones, entre las que destacan: a) alimen-
tacion (emulgentes, edulcorantes, espumantes, re-
tardadores de la maduracion de frutas, sustitu-
tos de grasas); b) composiciones de detergentes;
c) productos intermedios en Qumica y Farmacia;
d) Cosmetica; e) son excelentes inhibidores bacte-
rianos. Las propiedades de estos compuestos de-
penden de varios factores: a) del carbohidrato en
particular; b) de la longitud de cadena del acido
graso y de la presencia o ausencia de insatura-
ciones; c) de la estructura qumica del compuesto
(posicion de acilacion).
La sacarosa es el compuesto organico obtenido
en mayor cantidad y pureza en el mundo (la pro-
duccion anual ronda los 110-120 millones de tone-
ladas). Aproximadamente el 95 % de los esteres
de sacarosa sintetizados se utilizan en la industria
de la alimentacion. La sacarosa contiene 3 hidro-
xilos primarios (6-,6’-,1’-) y 5 secundarios. La
acilacion qumica tiene lugar casi exclusivamente
en los OH primarios segun el orden 6-OH6’-
OH>1’-OH [Haines, AH. Adv Carbohydr. Chem.
Biochem. 33,11-109 (1976)]. Sin embargo, la aci-
lacion de los OH secundarios se encuentra muy
desfavorecida. Los esteres de sacarosa se sinteti-
zan industrialmente mediante transestericacion
del ester metlico de un acido graso a sacarosa en
presencia de un catalizador basico, obteniendose
mezclas de esteres primarios. Para la acilacion se-
lectiva de los hidroxilos secundarios en sacarosa es
necesario, en primer lugar, bloquear los OH pri-
marios, llevar a cabo la acilacion qumica, y nal-
mente desproteger los hidroxilos primarios [A.H.
Haines, Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 39,
13-70 (1981)]. Tan solo en un caso se ha descrito
la acilacion especca de un hidroxilo secunda-
rio en sacarosa sin necesidad de proteger los OH
primarios [Chauvin, C., Baczko, K. Plusquellec,
D. J. Org. Chem. 58, 3495-3498 (1993)]. No
obstante para ello es necesario utilizar electrolos
especiales y de difcil sntesis (3-aciltiazolidina-2-
tionas) en presencia de una base fuerte (hidruro
sodico) con el n de activar el hidroxilo mas acido
(el 2-OH del anillo de glucosa) hada la formacion
de< alcoxido (mas nucleoflico).
El descubrimiento de que los enzimas son ca-
paces de funcionar en medios no acuosos ha he-
cho posible que se utilicen para catalizar eciente-
mente procesos de sntesis. Los enzimas son utiles
en transformaciones regioselectivas de mono- y
disacaridos, incluyendo reacciones de acilacion
[Carrea, G., Riva, S., Secundo, F., Danieli, B.
J. Chem. Soc. Perkin Trans. I., 1057-1061
(1989)], desacilaciones [Kloosterman, M., Wei-
jnen., J.G.J., de Vries, N.K, Mentech, J., Ca-
ron, I., Descotes, G., Schoemaker, H.E., Meijer,
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E.M. J. Carbohydr. Chem. 8,693-704 (1989)] y
reacciones de oxidacion [Root, R.L., Durrwachter,
J.R, Wong, C.H. J. Am. Chem. Soc. 107, 2297
(1985)].
Dado que la sacarosa es soluble en un numero
muy limitado de disolventes organicos dimetilfor-
mamida, dimetilacetamida, dimetilsulfoxido, piri-
dina morfolina, principalmente), y que la mayora
de los enzimas son inestables en dichos medios, el
rango de disolventes para acilar este disacarido es
bastante restringido. A pesar de estas diculardes
se ha sido descrito la acilacion enzimatica en la
posicion 1’-(del anillo de fructosa) utilizando sub-
tilisina o sern-proteasas de dicha familia [Cruces,
M.A, Otero, C., Bemabe, M., Martin-Lomas, M.,
Ballesteros, A. annals N.Y. Acad Sci. 672, 436-
443 (1992); Soedjak H.S., Spradlin, J.E Bioca-
talysis 11, 241-248 (1994); Patil, D.R, Rethwisch,
D.G., Dordick, J.S. Biotechnol. Bioeng. 37, 639-
646 (1991)], o en el hidroxilo primario 6-OH (del
anillo de glucosa) con la lipasa de Pseudomo-
nas sp. [Dordick J.S., Hacking, AJ., Km, R.A.
(1988) GB Patent Applic. No. 8822673.; Rich,
J.O., Bedell, BA, Dordick J.S. Biotechnol. Bio-
eng. 45,426-434 (1995)].
No obstante, la acilacion enzimatica de los hi-
droxilos secundarios de este disacarido solo se ha
descrito como una reaccion muy minoritaria en
comparacion con la formacion de esteres prima-
rios [Soedjak, H.S., Spradlin, J.E Biocatalysis 11,
241-248 (1994)]. Tampoco se ha logrado la aci-
lacion enzimatica directa de hidroxilos secunda-
rios en otros momo- y disacaridos, siendo necesa-
rio recurrir a metodos enzimo-qumicos. As, por
ejemplo, para la acilacion de los hidroxilos 2-OH
y 3-OH de glucosa es necesario proteger el 6-OH
por va qumica, seguidamente la hexosa prote-
gida se hace reaccionar el azucar bloqueado con
el agente acilante en presencia de una lipasa y
nalmente se desbloquea el ester primario [The-
risod, M., Klibanov, A.M. J. Am. Chem. Soc.
108.5638-5640 (1986)].
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion recoge un procedimien-
to para la acilacion regioespecca de un hidroxilo
secundario de la sacarosa. En esencia, consiste en
hacer reaccionar la sacarosa con el ester vinlico
de un acido graso en un disolvente organico, en
presencia de la lipasa de un hongo lamentoso (de
los generos Fusarium, Penicillium, Trichoderma
y Humicola). El producto obtenido es mayorita-
riamente monolaurato de sacarosa (mezcla de los
distintos regiosomeros), siendo el mas abundante
(>75 % del total) el ester acilado en el hidroxilo
secundario 2-OH del anillo de glucosa.
Descripcion detallada de la invencion
Se prepara una solucion de sacarosa en un di-
solvente hidroflico con gran densidad de puentes
de hidrogeno (dimetilformamida, dimetilaceta-
mida, piridina, preferiblemente dimetilsulfoxido).
Se a~nade ester vinlico de acido graso (de 12-16
carbonos) como agente acilante en una relacion
molar respecto de sacarosa entre 4:1 y 1:4, ob-
teniendose, en funcion del disolvente elegido, y
del acido graso, una solucion o una emulsion. La
mezcla se calienta a una temperatura entre 30
y 65C, y se a~nade la lipasa de un hongo la-
mentoso (de los generos Fusarium, Penicilium,
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Trichoderma y preferiblemente Humicola) en una
cantidad entre 30-150 mg biocatalizador/ml. de
solucion. El encima es preferiblemente a~nadirlo
en estado inmovilizado (en soportes inorganicos
como slice o alumina, o sobre polmeros acrlicos
funcionalizados). El sistema se mantiene con agi-
tacion el tiempo necesario para la formacion de
los productos.
La mezcla de reaccion se ltra en una placa
ltrante, y se lava con el disolvente organico em-
pleado. El enzima puede ser reutilizado (man-
teniendo practicamente su actividad inicial) me-
diante lavado con tampon fosfato, y seguidamente
se seca bien mediante corriente de aire o por la-
vado con mezclas acetona: fosfato en proporcio-
nes superiores a 9:1. La mezcla de reaccion con-
tiene, en funcion de las condiciones, mayorita-
riamente monoester de sacarosa y una peque~na
proporcion de esteres superiores (fundamental-
mente diesteres). El monoester se purica por
cromatografa de columna en gel de slice. La
fraccion de monoester de sacarosa contiene diver-
sos isomeros posicionales pero mayoritariamente
2-O-acilsacarosa, en proporcion superior al 75 %
respecto al resto de los isomeros.
Ejemplos
Ejemplo 1
Se pesan 0.5 g de sacarosa y se disuelven en 5
mL de dimetilsulfoxido. La solucion se calienta a
40C, y se a~naden 1.56 ml de laurato de vinilo (re-
lacion molar 1.5:1). La emulsion formada se agita
magneticamente a 300 rpm, y se a~naden 750 mg.
de biocatalizador (lipasa de Humicola lanuginosa
inmovilizada, preferentemente, sobre un polmero
acrlico). La mezcla se incuba durante seis horas
con agitacion, tras lo cual se enfra, se ltra y se
lava con 5 ml de dimetisulfoxido. En estas condi-
ciones se obtiene una conversion del 70 % (referido
a la fraccion de sacarosa convertida a productos).
El producto contiene un 90 % de monolaurados de
sacarosa, y el 10 % restante corresponde a esteres
superiores (principalmente diesteres). La deter-
minacion de las concentraciones de los productos
se llevo a cabo por cromatografa gas-lquido, con
una columna capilar de difenilsilicona (15 mm x
0.25 mm), con deteccion por ionizacion de llama.
El biocatalizador puede ser recuperado mediante
un proceso en dos etapas: 1) lavado con 100 ml.
de tampon fosfato 10 mM (pH 8.0); 2) lavado
con una mezcla acetona/tampon fosfato, en pro-
porcion volumetrica 20/l.
La mezcla de reaccion se purica por croma-
tografa de columna en gel de slice (0.06-0.2 mm,
70-230 mesh), utilizando como eluyentes acetato
de etilo (para la eliminacion del donador de acilo)
y acetato de etilo:metanol:agua 17:2.1 (para los
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productos de reaccion). La fraccion de monolau-
ratos de sacarosa (0.45 g) contiene un 75 % del
ester 2-O-laurilsacarosa (asignado mediante 1H-
RMN y experimentos de correlacion multiple 2D-
1H-13C), siendo el resto peque~nas cantidades de
los distintos isomeros posicionales.
En los ejemplos que se detallan a continuacion
se estudia el efecto de la relacion molar donador
de acilo: sacarosa, del medio de reaccion, de la
temperatura y de la longitud de cadena del acido
graso.
Ejemplo 2
En las mismas condiciones que el ejemplo
1, se a~naden 0.58 mL de laurato de vinilo (re-
lacion molar laurato de vinilo: sacarosa 1.5:1).
Para obtener la misma conversion que en el ejem-
plo 1 (aprox. 70 %) es necesario mantener la
reaccion tan solo 1 hora. El producto obtenido
es basicamente monolaurato de sacarosa, con una
selectividad del 78 % hacia 2-O-laurilsacarosa.
Ejemplo 3
En las mismas condiciones que el ejemplo 1,
pero utilizando dimetilformamida como medio de
reaccion. En estas condiciones es necesario ma-
terial la reaccion 24 horas para obtener una con-
version del 70 %. El producto obtenido esta for-
mado por un 75 % de monolaurato de sacarosa, y
un 25 % de esteres superiores. La selectividad ha-
cia la formacion de 2-O-laurilsacarosa disminuye
hasta el 50 %.
Ejemplo 4
En las mismas condiciones que el ejemplo 2,
pero llevando a cabo la reaccion a 60C. Parando
la reaccion en tan solo 15 minutos, se obtiene una
conversion del 75 %. El producto obtenido con-
tiene un 82 % de monoesteres de sacarosa (de los
que un 80 % es 2-O-laurilsacarosa), y un 18 % de
esteres superiores.
Ejemplo 5
Se pesan 0.5 g. de sacarosa y se disuelven
en 5 mL de dimetilacetamida. La solucion se ca-
lienta a 40C. y se a~naden 1.69 g. de palmitato
de vinilo (relacion molar 4:1). La emulsion for-
mada se agita magneticamente a 300 rpm., y se
a~naden 100 mg. De lipasa de Humicola adsor-
bida, preferiblemente, sobre tierra de infusorios.
La mezcla se incuba durante 5 das con agitacion,
tras lo cual se enfra, se ltra y se lava con 5
mL de dimetilacetamida. En estas condiciones se
obtiene una conversacion del 67 % (referido a la
fraccion de sacarosa convertida a productos). El
producto obtenido es basicamente monopalmitato
de sacarosa, y en dicha fraccion el numero mas
abundante es 2-O-palmitoil-sacarosa, con una se-
lectividad del 84 % respecto al resto de isomeros
posicionales.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la acilacicion especca
enzimatica de un hidroxilo secundario de la saca-
rosa caracterizado porque la acilacion se produ-
ce haciendo reaccion la sacarosa con el ester vin-
lico de un acido graso en un disolvente organico,
en presencia de la lipasa de un hongo lamentoso
(de los generos Fusarium, Penicilium, Trichoder-
ma y Humicola).
2. Procedimiento segun reivindicacion 1 ca-
racterizado por las siguientes etapas:
a) Preparacion de una solucion de sacarosa
en un disolvente hidroflico con gran den-
sidad de puentes de hidrogeno (dimetilfor-
mamida, dimetilacetamida, piridina, prefe-
riblemente dimetilsulfoxido).
b) Se a~nade ester vinlico de acido graso (de 12-
16 carbonos) como agente acilante en una
relacion molar respecto de sacarosa entre
4:1 y 1:4, obteniendose, en funcion del disol-
vente elegido y del acido graso, una solucion
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o una emulsion.
c) La mezcla se calienta a una temperatura
entre 30 y 65C, y se a~nade la lipasa del
hongo lamentoso, (de los generos Fusa-
rium, Penicilium, Trichoderma y preferi-
blemente Humicola) en una cantidad entre
30-150 mg. Biocatalizador/ml de solucion.
El enzima es preferible, a~nadirlo en estado
inmovilizado (en soportes inorganicos como
slice o alumina, o sobre polmeros acrcos
funcionalizados). El sistema se mantiene
con agitacion el tiempo necesario para la
formacion de los productos.
d) La mezcla de la reaccion se ltra en una
placa ltrante, y se lava con el disolvente
organico empleado. El enzima puede ser
reutilizado (manteniendo practicamente su
actividad inicial) mediante lavado con tam-
pon fosfato, y seguidamente se seca bien me-
diante corriente de aire o por lavado con
mezclas, acetona: fosfato, en proporciones
superiores a 9:1.
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